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(57) Abstract 



The inveniion relates to a fermentation method with continuous mass cultivation of ciliates (protozoa) in which the ciliate cells are 
cultivated m a complex oxemc medium free of living feeding organisms or predatory organisms -Pie b omass con aLnrtte de ir^^^^^ 
biogenoiis valuable substances are obtained by means of continuous (permanent) cell extraction containing the des.red 
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(57) Zusammcnfassung 



Bei clem erfindungsgemafien Fermentationsverfahren mit kontinuicrlicher Massenkultivierung von Ciliaten (Protozoa) werden die 
Ciliatenzellen in komplexem, axenischem Medium - frei von lebenden Futtcr- bzw. Beuieorganismen - kultiviert, und die die gewiinschten 
biogenen Wertstoffe enthaltende Biomasse wird durch kontinuierlichen (permanenten) Zellaustrag gewonnen. 
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Fermentationsverfahren mit kontinuierlicher Massenkultivierung von Ciliaten 
(Protozoa) zur Produktion biogener Wertstoffe 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Fermentationsverfahren mit kontinuierlicher Massenkulti- 
vierung von Ciliaten (Protozoa) zur Produktion biogener Wertstoffe, bei dem die die 
biogenen Wertstoffe enthaltende Biomasse durch kontinuieriichen (pennanenten) 
Zeliaustrag gewonnen werden. 



Die biotechnologische Nutzung von Ciliaten - einer Kiasse der Protozoen - ist bisher 
nur ansatzweise realisiert, obwohi zahireiche Stoffwechselprodukte dieser Orga- 
nismen von wirtschaftiichem Interesse sind, z.B lysosomaie Enzyme. Derzeit sind nur 
wenige biotechnologische Verfahren zur Gewinnung von biogenen Wertstoffen aus 
Ciliaten beschrieben, - vorwiegend fur das Ciliat Tetrahymena (Kiy & Tiedtke, 1991, 
Appl. Microbiol. Biotechnol.. 35. 14; Kiy et al., 1996, Enzyme Microb. Techno!., 18, ' 
268; Kiy & Tiedtke, 1992, Appi. Microbiol. Biotechnol.. 38, 141), - und es handelt sich 
hierbei ausschlleBlich urn Verfahren zur Gewinnung von ausgeschiedenen Zellpro- 
dukten, d.h. von solchen Zellprodukten, die von den Ciiiatenzellen ins Kulturmedium 
abgegeben werden. Bei dieser Art von Verfahren werden die Ciliaten in Femientem 
kultiviert und das die ausgeschiedenen biogenen Wertstoffe enthaltende Kultur- 
medium wird periodisch, in mehr oder weniger regelmaSigen Zeitabstanden, 
abgenommen und gegen frisches Medium ausgetauscht. Wahrend des Medium- 
austauschs werden die Ciliaten uber bestimmte Verfahren - z.B. den Einsatz von 
Membranen. eine Zeliimmobilisierung o.a. - im Fermenter zuruckgehalten, so daG 
praktisch kein Zellmaterial verloren geht und die Zellkultur im Prinzip permanent 
fortbesteht. 

Zur Gewinnung von biogenen Wertstoffen, die zeilgebunden vorliegen, ist es jedoch 
notig, die gesamten Zeilen, die sog. Biomasse. zu ernten. Zu diesem Zweck wird in 
der Regel - d.h. bei den allgemein bekannten Fermentationsverfahren mit Baktenen 
Oder Pilzen als Wertstoffproduzenten - eine sog. Batch-Fermentation durchgefuhrt, bei 
der der Fermenter angeimpft wird und die Zeilen solange kultiviert werden, bis die 
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maximale Biomasse bzw. Produktkohzentration erreicht ist. Dann wird die Biomasse 
geerntet. Derartige Verfahren sind auch bereits fiir verschiedene Ciliaten wie Para- 
mecium, Colpoda und Tetrahymena beschrieben worden (Proper & Gan/er, 1966, 
Biotechnol. Bioeng., 8, 287, Schonefeld et al., 1986, J. ProtozooL, 33, 222; Kiy & 
Tiedtke, 1992, Appl. Microbiol. Biotechnol., 37, 576). 

Die Batch-Fermentations-Verfahren haben jedoch den grundsatzlichen Nachteil, dali 
sie ein intervallmaSiges Reinigen, neues Animpfen des Fermenters und eine intensive 
Uberwachung und Pflege der Zellkultur - vor allem wahrend der kritischen Anwachs- 
phase - erfordern. 

Aus der Fermentationstechnik mit Bakterien oder Hefen als Wertstoffproduzenten ist 
neben dem Batch-Fermentationsverfahren auch das "kontinuierliche Fermentations- 
verfahren" bekannt. Bei diesem Verfahren werden die Zellen im Fermenter bis zu 
einer bestimmten Zelldichte gezuchtet und dann standig durch kontinuierlichen Zefi- 
austrag aus dem Femnenter geemtet wahrend gleichzeitig im selben Umfang frisches 
Kulturmedium zugefiihrt wird. Die pro Zeiteinheit entnommene Zelimenge (der Zell- 
austrag) ist so bemessen, daS die im Fermenter verbleibenden Zellen die durch die 
Ernte bedingte Abnahme der Zelldichte durch kontinuierliche Zellteilungen muheios 
wieder ausgleichen konnen. Im Bereich einer bestimmten Zellaustragsrate bzw. 
Verdunnungsrate „D" bleibt die Zelldichte im Fermenter somit konstant, obwohl 
kontinuierlich Kultur und damit das gewunschte Produkt geerntet wird. 

Prinzipiell ist dieses kontinuierliche Fermentationsverfahren einer Batch-Fermentation 
okonomisch weit ubertegen, aber seine Durchfuhrung setzt voraus, dafi die kulti- 
vierten bzw. gezuchteten Organismen relativ schnell und gleichmaQig wachsen und 
sich vermehren, und dad sie unempfindlich gegen die Ruhr- und Scherkrafte sind, die 
bei einem kontinuierlichen Fermentationsverfahren auftreten. 

Von Ciliaten ist hingegen allgemein bekannt, daS sie haufig nur sehr langsam 
wachsen und sich vermehren, daE sie unterschiedliche Wachstumsphasen 
durchlaufen, und daS sie sehr empfindlich auf Ruhr- und Scherkrafte reagieren (Curds 
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& Cockburn. 1971. Journal of General Microbiology 66, 95-109; Middler & Finn, 1966, 
Biotechnology and Bioengineering 8. 71-84). Zwar sind auch schon Versuche zur 
kontinuierlichen Massenkultivierung von Ciliaten beschrieben worden. aber aus- 
schlieSlich unter Verwendung von bakterienhaltigen Kultumiedien und mit Ergeb- 
nissen zur maximalen Zelldichte von wenigen Zehntausend Zeilen pro ml trotz 1 0 
Tagen Kultlvierung und langer (Curds & Cockburn, supra). 

Solche Zelldichten sind fur einen Einsatz im groStechnischen, industrieilen MaSstab 
vollig unzureichend. Daruberhinaus ist die von Curds & Cockburn beschriebene 
Kultivierung auch deshaib fur einen groStechnischen Einsatz ganzlich ungeeignet, 
weil sie die VenA/endung von beuteorganismen-, namlich bakterienhaltigem Medium 
vorschreibt. Bei einem bakterienhaltigen Kulturmedien kommtes selbstverstandlich 
auch zu einer standigen Weitervermehrung der Bakterien, und zwar im Umfang 
abhangig davon, wieviele Ciliaten vorhanden sind. Das Koexistenzgleichgewicht von 
Ciliatenpopulation und Bakterienpopulation ist sehr labil, und schon ein geringfugiger 
Eingriff kann gravierende Veranderungen bei beiden Popuiationen hervorrufen. * 

Die Versuche von Curds & Cockbum liegen uberdies mehr ais 25 Jahre zuruck und 
haben die Fachwelt offensichtiich in ihrer Meinung bestarkt, daE Ciliaten fur ein konti- 
nuierliches Fermentationsverfahren im groGtechnischen MaSstab nicht geeignet sind. 

Der vorliegenden Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur 
kontinuierlichen Fermentation durch Ciliaten mit Zellaustrag bereitzustellen, bei dem 
die genannten Nachteile vemiieden sind und das insbesondere fur den groGtech- 
nischen, industrieilen Einsatz gut geeignet ist. 

Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereitstellung eines Verfahrens der Ein- 
gangs genannten Art, bei dem die Ciiiatenzellen in komplexem, axenischem Medium 
kultiviert werden. 

Im Sinne dieser Erfindung bedeutet komplexes Medium ein Nahrmedium waGriger 
Losung von Naturprodukten bzw. aus diesen gewonnenen Extrakten zur Kultivierung 
von Mikroorganismen. 
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Im Sinne dieser Erfindung bedeutet axenisches Medium ein, von Futter- und 
Beuteorganismen (sogenannte Nahrungsorganismen) freies Nahrmedium. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren beruht auf der uberraschenden Erkenntnis, daB ein 
kontinuierliches Femnentationsverfahren mit Zellaustrag unter Venwendung komplexer 
axenischer Medien auch mit reinen Ciliatenkulturen erfolgreich und wirtschaftiich 
auSerordentlich rentabel durchfuhrbar ist, Kontinuieriiche Zelldichten in der GroRen- 
ordnung von 1 Millionen Zellen pro ml sind ohne weiteres realisierbar, im Fall von 
Tetrahymena bereits ab dem dritten Tag nach Beginn der Kultivierung. Damit ist das 
Vorurteil der Fachwelt uberwunden, daS Ciliaten fur eine kontinuieriiche Massen- 
kultivierung mit Zelldichten von mehreren Hunderttausend bis Millionen Zellen pro mi 
unter Einsatz von bekannten Fermentem und in Gegenwart der ublicherweise 
zusammen auftretenden Scherkrafte, in axenischem Medium - d,h. ohne lebende 
Futter- bzw. Beuteorganismen - nicht geeignet sind, weil: 
sie zu langsam und zu ungieichmafiig wachsen, 

sie nur geringe Widerstandskrafte gegen Ruhr- und Scherkrafte haben und sehr 
leicht und schnell durch solche Krafte geschadigt bzw. zerstort werden, und 
bei den bisherigen Kultivierungsversuchen trotz Verwendung von Beute- 
organismenhaltigem Medium und damit weitgehend naturgetreuem 
Nahrungsangebot nur verhaltnismaBig sehr geringe maximaie Zelldichten 
erreicht wurden. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es erstmals moglich, Ciliaten zur groS- 
technischen Produktion von zellgebundenen biogenen Wertstoffen einzusetzen und 
damit insbesondere solche Wertstoffe, die nur von Ciliaten bekannt sind, wie z.B. 
Taurolipide und Tetrahymanol. oder die speziell von Ciliaten in groSem Umfang 
gebildet werden, wie z.B. Gamma-Linolensaure, Docosahexaensaure, Eicosapentaen- 
saure, Octatetraensaure und Arachidonsaure, in wirtschaftiich bedeutendem Umfang 
zu gewinnen. 

Da die Ciliaten als Reinkuitur - d.h. frei von anderen lebenden Organismen - gehalten 
werden, sind wesentliche Storfaktoren von vorne herein vermieden, und auch der 
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technische Aufwand ist auf ein MindestmaS beschrankt: Fermenter zur Nachzucht der 
Beuteorganismen sind beispielsweise vollstandig entfallen. 

Zu den Produkten. die aus der ausgetragenen Biomasse gewonnen werden kdnnen, 
gehoren Peptide und Proteine. vorallem Enzyme (z.B. G-Hexdsaminidase, L-Aspara- 
ginase, Diisopropylfluorophosphatase, Glucosidase, Fucosidase, Phosphatase 
Nuklease oder Cathepsin.L). Fettsauren und Lipide (z.B. Gamma-Linolensaure, 
Docosahexaensaure, Eicosapentaensaure, Octatetraensaure, Arachidonsaure, 
Phosphonolipide. Tauroiipide, oder Tetrahymanol), Polysaccharide. Nukieinsauren. 
Sekundarmetabolite. Polymerer, u.a.. 
Auch die Biomasse als solche kann das Produkt sein. 

Die Gruppe der Ciliaten. die sich mittels des beschriebenen Verfahrens kuitivieren 
lassen, umfaSt alle taxonomischen Ciliaten-Untergruppen. die sich prinzipiell in 
konventionellen Stand- und/oder Schuttelkulturen bzw. Batch-Fermentationen auf ^ 
axenischen Nahrmedien bzw. Nahrmedien, die als Nahrstoff abgetotete Biomasse 
eines Futterorganismus enthalten. kuitivieren lassen. Dies sind insbesondere die 
Ciliatenunterkiassen Holotricha. Peritricha. Spirotricha und Suctoria und ganz 
besonders die Gattungen Tetrahymena, Paramecium, Colpoda, Glaucoma. Parau- 
ronema, Engelmanniella, Stylonichia. Euplotes und Colpidium (Klassifizierung nach K. 
Hausmann: Protozooiogie, Thieme Verlag. 1985). Die Erfindung ist auch nicht auf 
Wiidstamme beschrankt, sondem schlieSt Mutanten und rekombinante Stamme ein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Verfahrens wird die 
Fermentation in einem Ruhr-, oder Blasensaulen- oder Airliftfermenter durchgefuhrt. 

Wahrend der Fermentation kann der pH-Wert reguliert werden, vorzugsweise auf 
einen Wert im Bereich von pH 4 bis pH 9. 

Die Fermentationstemperatur liegt je nach Ciiiatenspezies zwischen 15 und 40°C. 



Als Kohlenstoff-Quelle wird vorzugsweise wenigstens eine der nachfolgend aufge- 
iisteten Substanzen ven^/endet, namlich: Glucose, Fructose, Xylose, Saccharose, 
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Maltose, Starke, Fucose, Glucosamin, Lactose, Melasse, Dextran, Fettsauren (z.B. 
Olsaure), Sojaol, Sonnenbiumenol, Glycerin, Glutaminsaure, Mannitol, Magermilch- 
putver Oder Acetat. 

Die Konzentration der Kohienstoff-Quelle sollte zwischen 0,2 und 20 Gewichts-%, 
bezogen auf das Kuitumnedium, liegen. 

Als Stickstoff-Quelie wird vorzugsweise wenigstens eine der nachfolgend aufgelisteten 
Substanzen verwendet, namlich: Peptone, Hefeextrakt, Malzextrakt, Fleischextrakt, 
Magermilchpulver, Casamino Acid, Corn Steep Liquor, organische Stickstoff-Quellen 
wie Na-Glutamat und Harnstoff, anorganische Stickstoff-Quellen wie Ammonium- 
acetat, Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid oder Ammoniumnitrat. 
Die Konzentration der Stickstoff-Quelie sollte zwischen 0,1 und 10 Gewichts-%, 
bezogen auf das Kulturnnedium, liegen. 

Bei einer Variante des erfindungsgemaCien Verfahrens wird dem Kulturmedium 
wenigstens eine Phosphatquelle, z.B. Kaliumphosphat oder Kalium-Dihydrogen- 
phosphat, zugesetzt. Alternativ oder kunnuiativ kann auch Ammoniumsulfat, Natrium- 
sulfat, Magnesium, Eisen, Kupfer, Calcium, Vitamine, Spurenelemente und Wachs- 
tumsfaktoren zugesetzt werden, um die Wachstums- und Vermehrungsrate der 
betreffenden Ciiiatenkultur weiter zu optimieren. 

Die kontinuieriich geerntete Biomasse wird vom Kulturmedium vorzugsweise mittels 
Zentrifugation, Tangentialfiltration, Mikrofiltration, Sedimentation, Flotation oder 
Separatoren abgetrennt. Andere Methoden^sind aber ebenfalls denkbar. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Verfahrens liegt die 
Zellaustragsrate bzw. Verdunnungsrate D (= tagiich ausgetauschtes Volumen / 
Arbeitsvolumen des Fermenters) im Bereich von 0,1 bis 12 (=1/10 bis12/1) je nach 
Wachstumsrate des Ciiiatenstammes. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. 
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^^'^P'^'^- Kontinuierliche Fermentation von Tetrahymena pyriformis 
Tetrahymena pyriformis wurde in einem 2 1 Fermenter des Typs Biostat MD (B 
Biotech, Melsungen) unter folgenden Bedingungen kultiviert: 

IVIedium: 

Wasser mit Zusatzen von 

0,5 Gewichts-% Proteose Pepton 
0,1 Gewichts-% Hefeextrakt 
- 3 Gewichts-% flussiger Starkezucker 
1 ml/I Eisenspur 



Fermentationsbedingungen: 
Temperatur: 30°C 
Sauerstoffsattigung: 20 % 
pH-Regulierung: pH 7 

- Start (t oJ: Inokuium 50.000 Zelien / ml; Kultivierung nach Batch-Verfahren-Art 

- Beginn der kontinuierlichen Femientation; 1 mit D = 1 ; 

- Fortsetzung der kontinuierlichen Fermentation: ab t,^. mit D = 1 .5; ab t^^, mit D 
= 2,4 



2u Beginn der Kultivierung wurde das Medium mit etwa 50.000 Zellen angeimpft und 
diese Starterkultur nach Art eines Batch-Verfahrens so lange kultiviert, bis die Zell- 
population am Ende der Vermehrungsphase und kurz vor dem Eintritt in die stationare 
Phase stand. Zu diesem Zeitpunkt - im vorliegenden Beispiel 51 Stunden nach der 
Animpfung (t ) - wurde auf kontinuierliche Fermentation umgestellt, d.h. von da an 
wurde kontinuieriich zellhaltiges Medium abgenommen und die entsprechende Menge 
zellfreies Medium zugefOhrt. Zu Beginn der kontinuierlichen Fermentation betrug die 
Zellaustrags- bzw. Verdunnungsrate (=Volumenmenge an taglich ausgetauschtem 
Medium pro Arbeitsvolumen des Fermenters) D=1. d.h. pro Tag wurde der gesamte 
Inhalt des Fermenters (2 I) einmal ausgetauscht und 2 I Ciliaten-haltiges Medium 
gewonnen. Dieses Medium enthielt etwa 1 Millionen Zellen pro ml. 
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27 Stunden nach Beginn der kontinuieriichen Fermentation (= 78 Stunden nach der 
Animpfung= tj^^ )wurde die Zeilaustragsrate bzw. Verdunnungsrate auf D=1,5 erhoht, 
d.h. pro Tag wurden ab diesem Zeitpunkt etwa 3 I Ciliaten-haltiges Medium 
gewonnen. Die Zelldichte blieb dabei praktisch unverandert bei etwa 1 Millionen 
Zellen pro ml. Nach weiteren 20 Stunden (= 98 Stunden nach der Animpfung= tga^ ) 
wurde die Zeilaustragsrate bzw. Verdunnungsrate nochmals erhoht auf D=2,4, d.h. 
pro Tag wurden etwa 5 1 Ciliaten-haltiges Medium gewonnen, wobei die Zelldichte 
nach wie vor praktisch unverandert bei etwa 1 Millionen Zellen / mi lag. 

Die Ergebnisse dieses Fermentationsprozesses sind in Fig. 1 graphisch darstellt. Aus 
dem dort abgebildeten Kurvenverlauf ist ersichtlich, daS es trotz kontinuierlichem Zell- 
austrag zu keiner Ausverdunnung kam, sondern eine standige und kontinuierliche 
Vermehrung der Ciliaten stattfand. Mit anderen Worten: die Kuitur befand sich auch 
bei grofierem Zellaustrag (D=2,4) immer in einem dynamischen Gleichgewicht 
zwischen Zellaustrag und Zellvermehrung. 

Beispiel 2: Kontinuierliche Femnentation von Tetrahymena thermophila 
Tetrahymena thermophila wurde in einem 2 1 Fermenter des Typs Biostat MD (Braun 
Biotech, Melsungen) unter folgenden Bedingungen kultiviert: 

Medium: 

Wasser mit Zusatzen von 

5 g/1 Proteose Pepton 
1 g/1 Hefeextrakt 
1 ml/1 Eisenspur 

1 Gewichts-% Glucose in Form von flussigem Starkezucker 

Fermentationsbedingungen: 
- Temperatur 30X 

Sauerstoffsattigung: 20 % 
pH-Regulierung: pH 7 

Start (t ) : Inokulum 50.000 Zellen / ml; Kultivierung nach Batch-Verfahren-Art 
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- Beginn der kontinuierliche Fermentation: t mit D = 1 ,2; 

- Fortsetzung der kontinuierlichen Fermentation: ab t„8, mit D = 2.4; ab t^^oh mit D 
= 3 

Das Verfahren wurde im Prinzip wie unter Beispiei 1 beschrieben durchgefuhrt. 

In Fig. 2 ist das Wachstums- bzw. Vermelnrungsverhaiten der Ciliatenpopulation unter 
den genannten Fermentationsbedingungen graplnisch darstellt. Aus dem abgebildeten 
Kurvenveriauf ist erkennbar, dafi die Steigenjng der Zeliaustrags- bzw. Verdunnungs- 
rate von D=1 ,2 auf D=2.4 (Verdoppeiung) zu einer Abnahme der Zelldichte von etwa 1 
IVlillionen Zeilen/mi auf etwa 500.000 Zellen/ml (Halbierung) fuhrte. daS diese Zell- 
dichte dann aber relativ konstant blieb und nicht weitere abnahm, selbst bei einer 
weiteren Steigerung der Zeliaustrags- bzw. Verdunn ungrate von D=2,4 auf D=3. 

Beispiei 3: Kontinuierliche Fermentation von Tetrahymena thennophila 
Medium: 

Wasser mit Zusatzen von 

20 g/l Magermilchpulver 
10 g/l Glucose 
5 g/l Hefeextrakt 
1 mf/l Eisenspur 

Fermentationsbedingungen: 
Temperatur: 30°C 
Sauerstoffsattigung: 20 % 
Rijhrer: als 2. Kaskade fur Sauerstoffregulation 
pH-Regulierung: pH 7 

- Start (toJ: Inokulum 50.000 Zellen / mi; Kultivierung nach Batch-Verfahren-Art 
Beginn der kontinuierlichen Fermentation: 1 mit D = 1,125; 
Fortsetzung der kontinuierlichen Fermentation ab t^g^ mit D = 1,9; 

ab ti3g,, mit D = 4,14; 
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ab t^ggh mit D = 4,94 



Das Verfahren wurde im Prinzip wie unter Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 

In Fig. 3 ist das Wachstums- bzw. Vermehrungsverhalten der Ciliatenpopulation unter 
den vorstehend genannten Fermentationsbedingungen graphisch darstellt Der abge- 
biidete Kun/enveriauf zeigt da& es zu Beginn der kontinuiertichen Fenrtentation zu 
einer Abnahnne der Zelldichte von anfanglich etwa 1 Millionen Zellen pro ml auf etwa 
600.000 Zellen pro ml kam. Die Zellpopulation erhoite sich aber wieder trotz einer 
Steigeoing der Zellaustrags- bzw, Verdunnungrate innerhalb von 1,5 Tagen (etwa 36 
Stunden), und hatte etwa 4 Tage (90 Stunden) nach Beginn der kontinuierlichen 
Fermentation wieder ihre Ausgangsdichte von 1 Millionen Zellen pro ml erreicht. 
Dieser Wert wurde auch bei weiterer Steigerung der Zellaustrags- bzw. Verdun- 
nungsrate auf D=4,1 und schlieSIich auf D=4,9 nicht mehr unterschritten. 



In der unteren Kurve in Fig. 3 sind die Ergebnisse von Bestimmungen des Trocken- 
gewichts der Zellen ( in g pro I) wahrend der Kultivierungsdauer dargestellt. Aus dem 
im wesentlichen parallel zur Zellvermehrungskurve verlaufenden Kurvenveriauf ist 
erkennbar, daS die Zelivermehrung nicht auf Kosten der ZellgroSe bzw. des Zell- 
volumens der einzelnen Ciliatenzellen erfolgt sondern daB tatsachlich entsprechend 
mehr Biomasse produziert wird. 

Beispiel 4: Kontinuierliche Fermentation von Colpidium campylum 

Colpidium campylum wurde in einem 2-1 Fermenter des Typs Biostat MD (Braun 

Biotech. Melsungen) unter folgenden Bedingungen kultiviert: 

Medium: 

Wasser mit Zusatzen von 

20g/l Magermilchpulver 
10 g/1 Glucose 
5 g/l Hefeextrakt 
1ml/l Eisenspur 
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Fermentationsbedingungen: 
Temperatur: 25°C 
Sauerstoffsattigung: 20% 
Ruhrer: 108 upm 
pH-Regulierung: pH 7 

- Start ( toJ : Inokulum 50.000 Zeilen / ml; Kultivierung nach Batch-Verfahren-Art 

- Beginn der kontinuierlichen Fermentation: t mit D = 0,665; 

- Fortsetzung der kontinuierlichen Fermentation ab t ^^^h mit D = 0,632 

ab 1 159, mit D = 0,462 



Verfahren wurde im Prinzip wie unter Beispiel 1 beschrieben durchgefuhrt. 
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Anspruche 

1 . Fermentationsverfahren mit kontinuierlicher Massenkultivierung von Ciliaten 
(Protozoa) zur Produktion biogener Wertstoffe, bei dem die die biogenen Wert- 
stoffe enthaltende Biomasse durch kontinuierlichen Zellaustrag gewonnen wird, 
dadurch gekennzeichnet, daE die Ciliatenzeilen in komplexem axenischem 
Medium kuitiviert werden. 

2. Femaentationsverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dali die 
Ciliaten einer der taxonomischen Gruppen Holotricha, Peritricha, Spirotricha und 
Suctoria, insbesondere die Gattungen Tetrahymena, Paramecium, Colpoda, 
Glaucoma, Parauronema, Engelmannieila, Stylonichia, Euplotes und Colpidium, 
angehoren, wobei neben den Wildstammen auch Mutanten und/oder 
Rekombinanten dieser Stamme umfaBt sind. 

3. Fermentationsverfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Fermentation in einem Ruhr- Oder Blasensaulen- oder Airiiftferrnenter durch- 
gefuhrt wird. 

4. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Fermentation bei einem pH-Wert im Bereich von pH 4 bis pH 9 
und/oder einer Fermentationstemperatur im Bereich von etwa 15 bis etwa 40*^0 
durchgefuhrt wird. 

5. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Medium eine Kohlenenstoff-Quelle enthalt, die eine oder 
mehrere Substanzen aus der Gruppe: Glucose, Fructose, Xylose, Saccharose, 
Maltose, Starke, Fucose, Glucosamin, Lactose, Melasse, Dextran, Fettsauren 
(z.B. Olsaure), Sojaol, Sonnenblumenol, Glycerin, Glutaminsaure. Mannitpl, 
Mager-milchpulver und Acetat umfalit. 
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3. Fermentationsverfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daG die 
Konzentration der Kohlenstoff-Quelle einen Wert im Bereich von etwa 0.2 bis 
etwa 20 Gewichts-%, bezogen auf das Kulturmedium, betragt. 

1. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das Medium eine Stickstoff-Quelle enthalt, die eine oder mehrere 
Substanzen aus der Gruppe: Peptone, Hefeextrakt, Malzextrakt, Fleischextrakt, 
Magermilchpuiver, Casamino Acid. Corn Steep Liquor. Na-Glutamat, Hamstoff, 
Ammoniumacetat, Ammoniumsulfat, Ammoniumchiorid und Ammoniumnitrat 
umfaGt. 

5. Fermentationsverfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daG die 
Konzentration der Stickstoff-Quelle einen Wert im Bereich von etwa 0,1 bis etwa 
10 Gewichts-%, bezogen auf das Kultunnedium, betragt. 

). Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG das Medium wenigstens eine Phosphatquelle enthalt, vorzugsweise 
Kaiiumphosphat und/oder Kalium-Dihydrogenphosphat. 

0. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG das Medium eine oder mehrere derfolgenden Substanzen enthalt: 
Ammoniumsulfat, Natriumsulfat , Magnesium. Eisen, Kupfer, Calcium, Vitamine, 
Spurenelemente. 

1. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG das Medium abgetotete Biomasse von Futterorganismen der 
Ciliaten enthalt. 

2. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daG die im Zellaustrag enthaltenen Zellen (= geerntete Biomasse) 
mittels Zentrifugation und/oder Tangentialfiltration und/oder Mikrofiltration 
und/oder Sedimentation und/oder Flotation vom Kulturmedium abgetrennt wird. 
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13. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Zellaustragsrate bzw. Verdunnungsrate ( = taglich ausge- 
tauschtes Volumens / Arbeitsvolumen des Fermenters) einen Wert im Bereich von 
0.1 bis 12 betragt. 

14. Fermentationsverfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet daS die biogenen Wertstoffe eine oder mehrere Substanz(en) aus der 
Gruppe, bestehend aus: Peptiden und Proteine, insbesondere Enzymen, 
Fettsauren und Lipide, Polysaccharide, Nukleinsauren, Sekundannetaboiite und 
Polymere, sind oder aber die Biomasse selbst einen Wertstoff (z.B. Tierfutter) 
darstellt. 
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